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A new strain of Candida tropicallis, with the 
designation DSM 4131, and its mutants and 
variants, with the capacity of converting methyl 
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more than 30 g/1/6 days, are claimed. 

Fermentative conversion of fatty acid 
esters, fatty acids, alkenes, alkenols, alkanes 
and/or alkanols with 8-24C (in the acid component 
only in esters) is pref. effected in presence of 
nutrients and opt. of co- substrates into 
alpha, omega-dicarboxylic acids with the same 
number of C and of C=C bonds (in the acid 
component only in esters), by use of C tropicallis 
DSM 4131 is claimed. 

USE/ADVANTAGE - Unsatd. dicarbxoylic acids 
prepd. by fermentation have many apples., e.g. 
modification of polymers, esp. resins. Long-chain 
dicarboxylic acids can be obtd. in high yield from 
easily available 8-24C raw materials. Di-acids of 
chosen compsn. can be prepd. by suitable choice of 
the raw material. 
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Claims 

1. A Candida tropicalis strain deposited under the code name DSM 4131 which has the ability to 
transform methyl myristate into tetradecanedioic acid in a yield of more than 30 g/1/6 days. 

5 

2. A process for the fermentative transformation of fatty acid esters, fatty acids, alkenes, alkanols, alkanes 
and/or alkanols containing 8 to 24 carbon atoms, based solely on the carboxylic acid component in the 
case of the fatty acid esters, in the presence of nutrients and, if desired, cosubstrates into a,o- 
dicarboxylic acids containing the same number of carbon atoms and the same number of carbon- 

io carbon double bonds, based on the carboxylic part of the starting substance in the case of the fatty 
acid esters, characterized in that the transformation is conducted in the presence of a microorganism 
strain Candida tropicalis DSM 4131. 

3. A process as claimed in claim 2, characterized in that fatty acid esters containing 1 to 6 carbon atoms 
rs in the alcohol component, particularly fatty acid methyl ester, are used as the starting substrate. 

4. A process as claimed in claim 2 or 3, characterized in that sugars, particularly glucose, are used as the 
cosubstrate and in that the co-substrate is added in portions during the fermentation process. 

20 5. A process as claimed in any of claims 2 to 4, characterized in that the fermentation is carried out at a 
pH value above 7 and in that the pH value is readjusted during the reaction. 

Revendlcatlons 

25 1. Souche de Candida tropicalis portant la denomination de d6p6t DSM 4131, qui prSsente la faculty de 
transformer le myristate m&hylique en acide t6trad6canedioTque, avec un rendement sup^rieur h 30 
g/1/6 jours. 

2. Proc6d6 de transformation par fermentation d'esters d'acides gras, d'acides gras, d'alcfenes, alc6nols, 
30 alcanes et/ou alcanols comportant 8 & 24 atomes de C - dans le cas des esters d'acides gras, 

seulement en ce qui concerne la fraction d'acide carboxylique - en presence de substances nutritives 
et. le cas 6ch6ant, de co-substrats. en acides dicarboxyliques alpha-om6ga possSdant un nombre 
identique d'atomes de C et de doubles liaisons CC - dans le cas des esters decides gras. en ce qui 
concerne la fraction d'acide carboxylique de la substance de depart - caract6ris6 en ce que la 
35 transformation se dSroule en presence d'une souche de micro-organisme Candida tropicalis DSM 4131. 

3. Proc6d6 selon la revendication 2, caractSrisfi en ce que Ton met en oeuvre comme substance de 
depart, des esters d'acides gras dont la fraction alcool comporte 1 Si 6 atomes de C , en particulier des 
esters mgthyliques d'acides gras. 

40 

4. Proc£d6 selon Tune des revendications 2 ou 3, caract6ris6 en ce que Ton utilise du sucre, en particulier 
du glucose, comme co-substrat et en ce que ledit co-substrat est additionn6 par portions au cours de 
la fermentation. 

45 5. Proc6d6 selon Tune des revendications 2 & 4, caract6ris6 en ce que la fermentation se dSroule k un pH 
supgrieur & 7 et en ce que le pH est r£ajust£ au cours de la reaction. 
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Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft die Umwandlung von Alkanen, Alkenen, Alkanolen, Fettsauren und/oder deren 
Estern in alpha-omega-Dicarbonsauren gleicher C-Atomzahl und gleicher Anzahl an Doppelbindungen in 
5 Gegenwart eines speziellen Mikroorganismus der Gattung Candida tropicalis. Insbesondere betrifft die 
Erfindung die Umwandlung von C-1 4-Monocarbonsauren Oder deren Estern in Tetradecandisaure 
(Dodecandicarbonsaure). 

Dicarbonsauren mit mehr als 10 C-Atomen sind nach Methoden der praparativen organischen Chemie 
im technischen Ma/3 stab schwer herstellbar. Dies gilt insbesondere fOr Dicarbonsauren, die au/ter den 

io beiden endstandigen Carboxylgruppen noch weitere funktionelle Gruppen wie Doppelbindungen oder 
Hydroxylgruppen aufweisen. 

Man hat daher versucht, aus gut zugSng lichen Rohstoffen mit Hilfe der Stoffwechselleistungen verschie- 
dener Mikroorganismen Dicarbonsauren praparativ zu erzeugen. So wird in der deutschen Patentschrift 21 
40 133 vorgeschlagen, auf Alkane, primSre Alkanole Oder CarbonsSuren eine Hefe der Gattung Candida und 

75 Pichia unter Fermentationsbedingungen einwirken zu lassen. Bei Einsatz von zum Beispiel einem speziellen 
Stamm von Candida lipolytica entstehen dabei Dicarbonsauren, deren C-Kette gegenOber dem Ausgangs- 
material nicht oder nicht wesentlich abgebaut ist und auch ansonsten keine VerMnderungen wie EinfQhren 
neuer funktioneller Gruppen aufweist. Ahnliche Verfahren, bei denen spezielle andere Mikroorganismen 
eingesetzt werden, sind beschrieben in den US-Patenten 3 975 234 und 4 339 536, in der britischen 

20 Patentschrift 1 450 026 sowie in den deutschen Offenlegungsschriften 21 64 626, 28 53 847, 29 37 292 und 
29 51 177 und der europaischen Patentanmeldung EP-A-199 972. 

Das US-Patent 4 474 882 hat ungesSttigte DicarbonsSuren zum Gegenstand. Diese werden gewonnen, 
indem ein Stamm der Spezies Candida tropicalis zur Umwandlung von ungesattigten Monocarbonsauren 
mit 14 bis 22 C-Atomen eingesetzt wird. Die ungesattigten Dicarbonsauren entsprechen in der Anzahl und 

25 Lage der Doppelbindung den Ausgangsmaterialien. 

Nach den genannten Verfahren werden jedoch die gewunschten Dicarbonsauren nur in recht kleinen 
Mengen erhalten. So sind im genannten US-Patent bei einer Fermentationsdauer von 2 Tagen Ausbeuten 
an Dicarbonsaure zwischen 0,65 g/l und maximal 1,96 g/l genannt. FGr ein technisch genutztes Verfahren 
sind derartige Ausbeuten zu niedrig. 

30 Aufgabe der Erfindung ist daher, einen Mikroorganismus bereitzustellen, der in der Lage ist, Fettsauree- 
ster, Fettsauren und/oder Alkane, Alkene, Alkanole oder Alkenole mit 8 - 24 C-Atomen in hohen Ausbeuten 
in Dicarbonsauren zu uberfuhren und dabei insbesondere zur Herstellung von C-14-Dicarbonsauren 
geeignet ist. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Candida tropicalis-Stamm mit der Hinterlegungsbezeichnung 

35 DSM 4131 der die Fahigkeit aufweist, Methylmyristat in einer Ausbeute von mehr als 30 g/l / 6 Tage in 
Tetradecandisaure umzuwandeln. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur fermentativen Umwandlung von Fettsauree- 
stern, Fettsauren, Alkenen und/oder Alkanolen mit 8 - 24 C-Atomen im Carbonsaureteil in Gegenwart von 
Nahrstoffen und gewUnschtenfalls Cosubstraten in alpha-omega-Dicarbonsauren mit gleicher C-Atom-Zahl, 

40 ohne BerOcksichtigung des Alkoholteils der Ester, und gleicher Anzahl an CC-Doppelbindungen, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 die Umwandlung in Gegenwart eines Mikroorganismenstammes Candida tropicalis 
DSM 4131 durchgefGhrt wird. 

Der erfindungsgemafl eingesetzte Stamm Candida tropicalis wurde durch Mutation und Selektion aus 
dem offentlich zuganglichen Stamm Candidda tropicalis ATCC 20336 gewonnen. 

45 Als Ausgangsmaterialien konnen fUr das erfindungsgemaBe Verfahren unverzweigte und verzweigte 
Alkane mit 8 bis 24 C-Atomen, die gewUnschtenfalls 1 bis 3 innenstandige konjugierte oder isolierte 
Doppelbindungen aufweisen, eingesetzt werden. Die Alkane konnen als definierte chemische Verbindungen 
oder als Mischung eingesetzt werden. So konnen beispielsweise Alkangemische eingesetzt werden wie sie 
aus MineralSI erhalten werden. Weiterhin eingesetzt werden konnen auch Oligomerisierungsprodukte des 

50 Ethylen. 

Nach einer weiteren AusfOhrungsform der Erfindung konnen auch Monocarbonsauren eingesetzt 
werden. Hier sind unverzweigte Monocarbonsauren mit endstandiger Carboxylgruppe geeignet, das heiJSt 
Verbindungen, die in der Anzahl der C-Atome und Zahl und Lage der Doppelbindungen den unten 
aufgefUhrten Alkoholen entsprechen. Eine wichtige Gruppe von Monocarbonsauren sind Fettsauren, wie sie 
55 den natUrlich vorkommenden Fettsauretriglyceriden (Fette) zu Grunde liegen. Eingesetzt werden konnen 
Fettsauregemische mit unterschiedlicher Zusammensetzung, das heiflt sowohl destillierte, vorgereinigte 
Produkte wie auch die natUrlich vorkommenden Mischungen. Auf diesem Gebiet stehen dem Fachmann 
Produkte zur VerfGgung, die einen hohen oder einen niederen Grad an Unsattigung aufweisen. Beispiel fUr 
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Fettsauregemische sind die Fettsauren, die aus Cocosol, Palmkernol, Palmol, Erdnuflol, Baumwollsaatol, 
Sojabohnenol, Sonnenblumenol, Leinol, Rubol, tierischen Fetten oder seetierischen Fetten herstellbar sind. 
Ein weiterer wichtiger Ftohstoff ist die Fettsaure, die aus Ricinusol gewonnen werden kann. Diese Fettsaure 
besteht zum gro/ten Teil aus 12-Hydroxyoctadecensaure. DarUber hinaus kdnnen weitere Monocarbonsau- 
5 ren mit einer sekundaren Hydroxy Igruppe eingesetzt werden, beispielsweise die 9- oder 10-Hydroxystearin- 
saure. 

Eine weitere Gruppe von Monocarbonsauren, die im erfindungsgemaflen Verfahren als Ausgangsstoffe 
eingesetzt werden kdnnen, sind die zu den unten aufgefUhrten durch Oligomerisierung von Ethylen 
zuganglichen Alkoholen homologen Carbonsauren. Dabei handelt es sich groCtenteils urn gesattigte 

w Carbonsauren. Daruber hinaus konnen auch Monocarbonsauren mit einer ungeraden Anzahl an C-Atomen 
verschiedener Provenienz eingesetzt werden. 

Nach einer weiteren Variante des erfindungsgematfen Verfahrens konnen auch Ester der vorgenannten 
Monocarbonsauren eingesetzt werden. Dabei entstehen Dicarbonsauren mit der gleichen Kettenlange wie 
die zugrundeliegende Monocarbonsaure. Geeignet sind hier Ester mit Alkoholen der Funktionalitat 1 bis 4 

75 und bis zu 6 C-Atomen im Alkoholrest. Eine besonders bevorzugte Klasse von Estern sind die Ester der 
genannten Carbonsaure mit Ci bis -Alkoholen. Unter C^ bis C4 -Alkoholen sind hier zum einen die 
primSren Alkohole mit 1 bis 4 C-Atomen, die sekundaren Alkohole mit 3 oder 4 C-Atomen, Diole mit 2 bis 4 
C-Atomen, Triole mit 3 bis 4 C-Atomen oder Tetraole mit 4 C-Atomen geeignet. 

Nach einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden naturlich vorkommende 

20 FettsSuretriglyceride als Ausgangsmaterial eingesetzt. Hier eignen sich die vorstehend bei den FettsSuren 
diskutierten oligen oder talgartig festen Triglyceride. Bevorzugt sind flussige Triglyceride. 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung k5nnen primare Alkohole mit 8 bis 24 C-Atomen 
eingesetzt werden. Auch die Alkohole konnen als definierte Verbindung oder als Mischung eingesetzt 
werden. Zwei Gruppen von primaren Alkoholen sind von besonderer Bedeutung. Zum einen die sogenann- 

25 ten Fettalkohole, das sind Mischungen von gesattigten und ungesattigten Alkoholen, die in ihrer Kettenlan- 
genverteilung und Anzahl und Lage der Doppelbindungen den Fettsaureschnitten entsprechen, aus denen 
sie hergestellt worden sind. Fettalkohole enthalten geradzahlige Alkohole mit 1 bis 3 Doppelbindungen. 
Besonders wichtige Bestandteile sind im Hinblick auf das erfindungsgemafle Verfahren Fettalkohole der 
Kettenlange Cu, gesattigt. Eine weitere Gruppe von primaren Alkoholen sind die durch Oligomerisierung 

30 von Ethylen zuganglichen Alkohole (Ziegler-Alkohole). Dabei handelt es sich urn primare, unverzweigte, 
gesattigte Alkohole mit ebenfalls einer geraden Anzahl von Kohlenstoffatomen. Auch Alkohole mit ungerader 
Anzahl von C-Atomen verschiedener Provenienz konnen eingesetzt werden. 

Das zur Durchfuhrung des erfindungsgemaflen Verfahrens eingesetzte Fermentationsmedium entspricht 
den fUr die Anzucht von Candida-Arten, insbesondere von Mikroorganismen der Spezies Candida tropicalis 

35 bekannten und beschriebenen Medien. Geeignete Fermentationsmedien enthalten die Ublichen Spurenele- 
mente, eine Stickstoffquelle und eine zusatzliche, dem zu transformierenden Substrat nicht identische 
Kohlenstoffquelle. Unter Spurenelementen sind hier Salze der Kationen Ammonium, Kalium, Natrium, 
Magnesium, Calcium und Mangan mit den Anionen Phosphat, Sulfat, Chlorid zu verstehen. Als Stickstoff- 
quelle konnen neben anorganischen Verbindungen wie zum Beispiel (NH 4 >2S04 auch Pepton oder Hefeex- 

40 trakt eingesetzt werden. 

Die Fermentationslosung enthalt weiterhin als Kohlenstoffquelle ein Cosubstrat. Als Cosubstrat kann 
beispielsweise Natriumacetat eingesetzt werden. Weiterhin ist es moglich, daJ3 als Cosubstrat Ubliche 
Zucker wie Glucose, Fructose, Maltose, Trehalose und dergleichen eingesetzt werden. Besonders bevor- 
zugte Cosubstrate sind Glucose und Glycerin. 

45 Im Hinblick auf die VerfahrensfUhrung hat sich gezeigt, da£ es gUnstig sein kann, wenn das Cosubstrat, 
also die Kohlenstoffquelle, nicht am Anfang der Fermentation sondern kontinuierlich in ausreichenden 
Mengen wahrend der Umsetzung zugegeben werden. Vorteilhaft ist es auch, den pH-Wert Uber 7 zu halten, 
etwa im Bereich 7,5 - 8,5, und wShrend der Fermentation nachzuregeln. 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens ist es bevorzugt, den zur 

so Umwandlung vorgesehenen Ausgangsverbindungen zur besseren Verteilung im Fermentationsmedium 
Emulgatoren zuzufOgen. So werden gUnstige Ergebnisse erzeilt, wenn insgesamt 0,1 bis 3 Gew.-%, 
bezogen auf Fermentationsmedium, an Emulgatoren vorhanden sind. Geeignet sind hier physiologisch 
vertrSgliche Emulgatoren und insbesonders physiologisch vertragliche nichtionische Emulgatoren. So kon- 
nen beispielsweise Zuckerester oder auch Sorbitanester, ethoxylierte Zuckerester, ethoxylierte Sorbitanester 

55 oder auch Alkylglycoside eingesetzt werden. 

Nach dem erfindungsgema/ten Verfahren werden Dicarbonsauren erhalten, die in ihrer Kettenlange und 
in ihrem Gehalt an Doppelbindungen dem Ausgangsmaterial entsprechen, d.h. der Fachmann hat es durch 
Wahl des Ausgangsmaterials in der Hand, welche Dicarbonsauren oder Dicarbonsauremischungen er 
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herstellen will. 

Fur viele Anwendungen sind die bei der Fermentation hergestellten ungesattigten Dicarbonsauregemi- 
sche direkt einsetzbar. So konnen die Gemische beispielsweise direkt zur Modifizierung von Polymeren, 
insbesondere Harzen eingesetzt werden. 

Belspiele 



Der Stamm Candida tropicalis DSM 4131 wurde wie folgt zur Synthese von Dicarbonsauren eingesetzt: 
Vorkultur: Ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml YN-Bouillon (Fa. Difco) wurde mit der Mutante DSM 
70 4131 beimpft und 24 Std. bei 30 0 C auf der Schuttelmaschine inkubiert. 

Hauptkultur: Das Hauptkultur-Medium wurde mit 10 Vol% der 24 Stunden alten Vorkultur beimpft und 
hatte folgende Zusammensetzung: Yeast-Nitrogen-Base (Fa. Difco) + 3.0 % Glucose, 0.3 % Na-Acetat, 0.3 
% Pepton und 0.5 % Hefeextrakt. Die Kultur wurde bei 30 *C inkubiert und nach 24 - 30 Stunden die 
Transformationsphase eingeleitet, indem 50 ml Hauptkultur in neue Erlenmeyerkolben mit 50 ml Transfor- 
75 mationsmedium ubertragen wurde. Das Medium hatte folgende Zusammensetzung: Yeast-Nitrogen-Base 
(Fa. Difco) in 0.3 m PO* -Puffer (pH 8.0) + 0.2 g MYRJ52 + 5.0g Methylmyristat oder andere Substrate. 
Der pH-Wert der Kulturen wurde tSglich kontrolliert und auf pH 7.5 nachjustiert. Ebenso wurden tMglich 0.5 
% Glucose als Cosubstrat zudosiert. 

Analytik: Nach 72, 96, 120 und 144 Stunden wurden Proben gezogen, die Proben mit aliquoten Mengen 
20 Acetessigester extrahiert und per DUnnschichtchromatographie oder latroscan-Methode analysiert. Folgende 
Dicarbonsaure-Ausbeuten wurden erreicht: 



Substrat: 

Methyllaurat 13g/i/1W 

Methylmyristat 44g/l/144 

Methylpalmitat 20g/l/144 



Ausbeute: 

Std, (Dodecandisauren) 
Std . (Tetradecandisauren) 
Std, (Hexadecandisauren) 



Patentansprliche 

35 1. Candida tropicalis-Stamm mit der Hinterlegungsbezeichnung DSM 4131 der die Fahigkeit aufweist, 
Methylmyristat in einer Ausbeute von mehr als 30 g/1 / 6 Tage in Tetradecandisaure umzuwandeln. 

2. Verfahren zur fermentiven Umwandlung von Fettsaureestern, Fettsauren, Alkenen, Alkenolen, Alkanen 
und/oder Alkanolen mit 8 - 24 C-Atomen, im Falle der FettsSureester nur bezogen auf den Carbonsau- 

40 reteil, in Gegenwart von Nahrstoffen und gewUnschtenfalls Cosubstraten in alpha-omega- 
Dicarbonsauren mit gleicher C-Atom-Zahl und gleicher Anzahl an CC-Doppelbindungen, im Falle der 
Fettsaureester bezogen auf den Carbonsaureteil der Ausgangssubstanz, dadurch gekennzeichnet, da/3 
die Umwandlung in Gegenwart eines Mikroorganismenstammes Candida tropicalis DSM 4131 durchge- 
fOhrt wird. 

45 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafl man als Ausgangssubstrat Fettsaureester mit 
1 - 6 C-Atomen im Alkohol-Anteil, insbesondere Fettsauremethylester einsetzt. 

4. Verfahren nach einem der AnsprUche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daJ3 man mit Zucker, 
so insbesondere Glucose als Cosubstrat arbeitet, und dafl das Cosubstrat wShrend der Fermentation 

portionsweise zugesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der AnsprGche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dai3 die Fermentation bei einem 
pH-Wert grofier 7 durchgefUhrt wird, und dafi der pH-Wert wahrend der Reaktionsdauer nachgeregelt 

55 wird. 
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© Fermentative Herstellung von Dicarbonsauren. 



© In einem Verfahren zur fermentativen Umwandlung von Fettsaureestern, Fettsauren und/oder Alkanen, 
Alkenen, Alkanolen oder Alkenolen mit 8 - 24 C-Atomen sollte die Ausbeute erhoht werden. Dazu werden ein 
neuer Mikroorganismenstamm (Candida tropicalis DSM 4131) sowie dessen Mutanten und Varianten, die die 
Fahigkeit aufweisen, Methylmyristat in einer Ausbeute von mehr als 30 g/l in 6 Tagen in Tetradecandisaure 
umzuwandeln, vorgeschlagen. 
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Fermentative Herstellung von Dicarbonsauren 

Die Erfindung betrifft die Umwandlung von Alkanen, Atkenen, Alkanolen, Fettsauren und/oder deren 
Estern in alpha-omega-Oicarbonsauren gleicher C-Atomzahl und gleicher Anzahl an Doppelbindungen in 
Gegenwart einss speziellen Mikroorganismus der Gattung Candida tropicalis. Insbesondere betrifft die 
Erfindung die Umwandlung von C-14-Monocarbonsauren oder deren Estern in Tetradecandisaure 
5 (Dodecandicarbonsaure). 

Dicarbonsauren mit mehr als 10 C-Atomen sind nach Methoden der praparativen organischen Chemie 
im technischen Maflstab schwer herstelibar. Dies giit insbesondere fur Dicarbonsauren, die au/ter den 
beiden endstandigen Carboxylgruppen noch weitere funktionelle Gruppen wie Doppelbindungen Oder 
Hydroxylgruppen aufweisen. 

w Man hat daher versucht. aus gut zuganglichen Rohstoffen mit Hilfe der Stoffwechselleistungen ver- 
schiedener Mikroorganismen Dicarbonsauren praparativ zu erzeugen. So wird in der deutschen Patent- 
schrift 21 40 133 vorgeschlagen, auf Alkane, primare Alkanole oder Carbonsauren eine Hefe der Gattung 
Candida und Pichia unter Fermentationsbedingungen einwirken zu fassen. Bei Einsatz von zum Beispiel 
einem speziellen Stamm von Candida lipolytica entstehen dabei Dicarbonsauren, deren C-Kette gegenuber 

15 dem Ausgangsmaterial nicht Oder nicht wesentlich abgebaut ist und auch ansonsten keine Veranderungen 
wie Einfuhren neuer funktioneller Gruppen aufweist. Ahnliche Verfahren, bei denen spezielle andere 
Mikroorganismen eingesetzt verden, sind beschrieben in den US-Patenten 3 975 234 und 4 339 536, in der 
britischen Patentschrift 1 405 026 sowie in den deutschen Offenlegungsschriften 21 64 626, 28 53 847, 29 
37 292 und 29 51 177. 

20 Das US-Patent 4 474 882 hat ungesattigte Dicarbonsauren zum Gegenstand. Diese werden gewonnen, 

indem ein Stamm der Spezies Candida tropicalis zur Umwandlung von ungesattigten Monocarbonsauren 

mit 14 bis 22 C-Atomen eingesetzt wird. Die ungesattigten Dicarbonsauren entsprechen in der Anzahl und 

Lage der Doppelbindung den Ausgangsmaterialien. 

Nach all den genannten Verfahren werden jedoch die gewunschten Dicarbonsauren nur in recht kleinen 
25 Mengen erhalten. So sind im genannten US-Patent bei einer Fermentationsdauer von 2 Tagen Ausbeuten 

an Dicarbonsaure zwischen 0,65 g/l und maximal 1,96 g/l genannt. Fur ein technisch genutztes Verfahren 

sind derartige Ausbeuten zu niedrig. 

Aufgabe der Erfindung ist daher, einen Mikroorganismus bereitzustellen, der in der Lage ist, Fettsauree- 

ster, Fettsauren und/oder Alkane, Alkene, Alkanole oder Alkenole mit 8 - 24 C*Atomen in hohen Ausbeuten 
30 in Dicarbonsauren zu uberfuhren und dabei insbesondere zur Herstellung von C-14-Dicarbonsauren 

geeignet ist. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Candida tropicalis-Stamm mit der Hinterlegungsbezeichnung 
DSM 4131 sowie dessen Mutanten und Varianten, die die Fahigkeit aufweisen, Methylmyristat in einer 
Ausbeute von mehr als 30 g/l/6 Tage in Tetradecandisaure umzuwandeln. 

35 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur fermentativen Umwandlung von Fettsauree- 
stern, Fettsauren, Alkenen und/oder Alkanolen mit 8 - 24 C-Atomen im Carbonsaureteil in Gegenwart von 
Nahrstoffen und gewunschtenfalls Cosubstraten in alpha-omega-Dicarbonsauren mit gleicher C-Atom-Zahl, 
ohne Berucksichtigung des Alkohplteils der Ester, und gleicher Anzahl an CC-Doppelbindungen, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die Umwandlung in Gegenwart eines Mikroorganismenstammes Candida tropicalis 

40 DSM 4131 und/oder von dessen Mutanten und Varianten, die die Fahigkeit aufweisen, Methylmyristat in 
einer Ausbeute von mehr als 30 g/l/6 Tage in Tetradecandisaure umzuwandeln, durchgefuhrt wird. 

Der erfindungsgemafl eingesetzte Stamm Candida tropicalis wurde durch Mutation und Selektion aus 
dem offentlich zuganglichen Stamm Candida tropicalis ATCC 20336 gewonnen. Aufler dem erfindungsge- 
ma/3en Stamm sind auch dessen Mutanten und Varianten einsetzbar, soweit sie die obengenannte Fahigkeit 

45 zur Umwandlung von C-14-Korpern in die entsprechende Dicarbonsaure in ausreichendem Mafle besitzen. 
Derartige Mutanten-Stamme iassen sich durch Mutation und Selektion, insbesondere durch mehrfache 
Mutation und mehrfache Selektion gewinnen. Die Mutation kann beispielsweise durch energiereiche Be- 
strahlung wie UV- oder Rontgenstrahlung erfolgen. Geeignet ist insbesondere aber auch die Behandlung 
der Zelten mit mutagenen Agentien. Geeignete mutagene Agentien sind beispielsweise Nitrosoguanidinver- 

50 bindungen - wie beispielsweise 1-Methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin - oder Ethylmethansuifonat. Im einzelnen 
kann hier auf die allgemeinen Angaben des Standes der Technik verwiesen werden, siehe hierzu beispiels- 
weise US- Patentschrift 4 029 549, Spalte 2, zeilen 57 ff., mit den dort enthaltenen Verweisungen. 

Zur Herstellung von Mutanten, die fCir das erfindungsgemafle Verfahren geeignet sind, werden die 
Bedingungen von Konzentration und Einwirkzeit des mutagenen Agens so gewahlt, daS die Ausgangspopu- 
lation durch die Behandlung zu 10 bis 99,999 Prozent inaktiviert wird. Vorzugsweise wird eine Abtotungs- 
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rate von 50 bis 99,9 Prozent gewahlt. 

Zur nachfolgenden Auslese der erfindungsgematf geeigneten Mutanten aus der groflen Population der 
Mikroorganismen nach der Mutationsbehandlung werden Kulturbedingungen gewahlt, unter denen die 
abgeanderten spezifischen Eigenschaften der entstandenen Mutantenstamme zum Selektionsvorteil werden 

5 Oder erkennbar werden. Zur Selektion kann die nach der Mutation erhaltene Mikroorganismenpopuiation 
beispielsweise auf einem Minimalmedium angebrutet werden, das als einzige Kohlenstoffquelle die im 
erfindungsgemaflen Verfahren eingesetzten Substrate enthalt. Diejenigen mutierten Mikroorganismen, die 
aufgrund der Mutationsbehandlung ihre Fahigkeit verloren haben, auf der jetzt vorliegenden Kohlenstoff- 
quelle zu wachsen, konnen sich beim Bebruten des Trennmediums nicht vermehren. Sie wachsen also 

w nicht. Ein anderer Teil der Mutantenpopulation, der entweder bei der Mutationsbehandlung nicht hinreichend 
geschadigt worden ist oder andere Defekte erlitten hat, ist befahigt. auf der Kohlestoffquelle des Trennme- 
diums zu wachsen. Bei der Bebrutung tritt also eine Vermehrung ein. Urn eine Trennung zu erreichen, 
enthalt das Trennmedium Stoffe, die bewirken, dafl die wachsenden Stamme aufgrund ihres Wachstums 
oder wahrend ihres Wachstums abgetotet werden, ohne da/3 dabei die nicht wachsenden Mutantenstamme 

75 geschadigt werden. Moglich ist eine solche Trennung beispielsweise durch Zusatz von Antibiotika, wie z.B. 
Nystatin. 

Eine andere Moglichkeit der Mutantentrennug in diesem Stadium ist der Einbau von zellschadigenden, 
insbesondere reaktiven Komponenten in den auf dem Trennmedium wachsenden Anteil der Mutantenpopu- 
lation. Geeignet ist beispielsweise der Einbau von 32 P in die wachsenden Stamme. Moglich ist das 

20 beispielsweise durch Mitverwendung entsprechend radioaktiv markierter Salze der Phosphorsaure in der 
Nahrldsung dieses Selektionsschritts. Fur die Trennung mittels 32 P hat sich insbesondere die Mitverwen- 
dung von NaH2 32 PCU in der Nahrldsung bewahrt 

Aus den somit angereicherten Mutanten konnen dann zum Beispiel mittels der an sich bekannten 
Lederbergschen Stempelmethode die erfindungsgema/J angestrebten Mutantenstamme 

25 (Defektblockmutantenstamme) isoliert werden. Bezuglich der hier eingesetzten Verlahrensweise und zur 
Antibiotika-Anreicherungsmethode und zur Lederbergschen Stempelmethode wird beispielsweise verwiesen 
auf J. Amer. Chem. Soc. 70. 4267, (1948) Davis, B.D. (Antibiotika-Anreicherungsmethode), J. Bact. 63, 399 
(1952) Lederberg, J., Lederberg, E. M. (Lederbergsche Stempelmethode). 

Zur weiteren Selektion der Defektblockmutanten wird der Fachmann deren Fahigkeit zur Umwandlung 

30 der im erfindungsgemaflen Verfahren eingesetzten Substrate in die Carbonsauren berucksichtigen. das 
heiflt. er wird das Ergebnis der Fermentation hinsichtlich Dicarbonsauregehalt berucksichtigen. 

Als Ausgangsmaterialien konnen fur das eiiindungsgemafle Verfahren unverzweigte und verzweigte 
Alkane mit 8 bis 24 C-Atomen, die gewunschtenfalls 1 bis 3 innenstandige konjugierte oder isolierte 
Doppelbindungen aufweisen, eingesetzt werden. Die Alkane konnen als definierte chemische Verbindungen 

35 oder als Mischung eingesetzt werden. So konnen beispielsweise Alkangemische eingesetzt werden wie sie 
aus Mineralo I erhalten werden. Weiterhin eingesetzt werden konnen auch Oligomerisierungsprodukte des 
Ethylen. 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung konnen auch Monocarbonsauren eingesetzt 
werden. Hier sind unverzweigte Monocarbonsauren mit endstandiger Carboxylgruppe geeignet, das heiflt 

40 Verbindungen, die in der Anzahl der C-Atome und Zahl und Lage der Doppelbindungen den unten 
aufgefuhrten Alkoholen entsprechen. Eine wichtige Gruppe von Monocarbonsauren sind Fettsauren, wie sie 
den naturlich vorkommenden Fettsauretriglyceriden (Fette) zu Grunde liegen. Eingesetzt werden konnen 
Fettsauregemische mit unterschiedlicher Zusammensetzung, das heiflt sowohl destillierte, vorgereinigte 
Produkte wie auch die naturlich vorkommenden Mischungen. Auf diesem Gebiet stehen dem Fachmann 

45 Produkte zur Verfugung, die einen hohen oder einen niederen Grad an Unsattigung aufweisen. Beispiel fur 
Fettsauregemische sind die Fettsauren, die aus Cocosol; Palmkernol, Palmol, Erdnuflol, Baumwollsaatol, 
Sojabohnenol, Sonnenblumenol, Leinol, Rubol, tierischen Fetten oder seetierischen Fetten herstellbar sind. 
Ein weiterer wichtiger Rohstoff ist die Fettsaure, die aus Ricinusol gewonnen werden kann. Diese Fettsaure 
besteht zum groflen Teil aus 12-Hydroxyoctadecensaure. Dariiber hinaus konnen weitere Monocarbonsau- 

50 ren mit einer sekundaren Hydroxylgruppe eingesetzt werden. beispielsweise die 9- oder 10-Hydroxystearin- 
saure. 

Eine weitere Gruppe von Monocarbonsauren, die im erfindungsgema/Jen Verfahren als Ausgangsstoffe 
eingesetzt werden konnen, sind die zu den unten aufgefuhrten durch Oiigomerisierung von Ethylen 
zuganglichen Alkoholen homologen Carbonsauren. Dabei handelt es sich grofltenteils um gesattigte 
55 Carbonsauren. Daruber hinaus konnen auch Monocarbonsauren mit einer ungeraden Anzahl an C-Atomen 
verschiedener Provenienz eingesetzt werden. 

Nach einer weiteren Variante des erfindungsgemaflen Verfahrens konnen auch Ester der vorgenannten 
Monocarbonsauren eingesetzt werden. Dabei entstehen Dicarbonsauren mit der gleichen Kettenlange wie 
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die zugrundeliegende Monocarbonsaure. Geeignet sind hier Ester mit Alkoholen der Funktionalitat 1 bis 4 
und bis zu 6 C-Atomen im Alkoholrest. Eine besonders bevorzugte Klasse von Estern sind die Ester der 
genannten Carbonsaure mit Ci bis C 4 -Alkohofen. Unter Ci bis Ct-Alkoholen sind hier zum einen die 
primaren Alkohole mit 1 bis 4 C-Atomen, die sekundaren Alkohole mit 3 Oder 4 C-Atomen, Diole mit 2 bis 4 

5 C-Atomen, Triole mit 3 bis 4 C-Atomen oder Tetraole mit 4 C-Atomen geeignet. 

Nach einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden naturlich vorkommende * 
Fettsauretriglyceride als Ausgangsmaterial eingesetzt. Hier eignen sich die vorstehend bei den Fettsauren 
diskutierten oligen oder taigartig festen Triglyceride. Bevorzugt sind flussige Triglyceride. = 
Nach einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung konnen primare Alkohole mit 8 bis 24 C-Atomen 

io eingesetzt werden. Auch die Alkohole konnen als definierte Verbindung oder als Mischung eingesetzt 
werden. Zwei Gruppen von primaren Alkoholen sind von besonderer Bedeutung. Zum einen die sogenan- 
nten Fettalkohole, das sind Mischungen von gesattigten und ungesattigten Alkoholen, die in ihrer Kettenlan- 
genverteilung und Anzahl und Lage der Doppelbindungen den Fettsaureschnitten entsprechen, aus denen 
sie hergestellt worden sind. Fettalkohole enthalten geradzahlige Alkohole mit 1 bis 3 Doppelbindungen. 

15 Besonders wichtige Bestandteile sind im Hinblick auf das erfindungsgemafle Verfahren Fettalkohole der 
Kettenlange Cu, gesattigt. Eine weitere Gruppe von primaren Alkoholen sind die durch Oligomerisierung 
von Ethylen zuganglichen Alkohole (Ziegler-Alkohole). Dabei handelt es sich urn primare, unverzweigte, 
gesattigte Alkohole mit ebenfalls einer geraden Anzahl von Kohlenstoffatomen. Auch Alkohole mit ungerader 
Anzahi von C-Atomen verschiedener Provenienz konnen eingesetzt werden. 

20 Das zur Durchfuhrung des erfindungsgemaflen Verfahrens eingesetzte Fermentationsmedium entspricht 
den fur die Anzucht von Candida- Arten, insbesondere von Mikroorganismen der Spezies Candida tropicalis 
bekannten und beschriebenen Medien. Geeignete Fermentationsmedien enthalten die ublichen Spurenele- 
mente, eine Stickstoffquelle und eine zusatzliche, dem zu transformierenden Substrat nicht identische 
Kohlenstoffqueflei Unter Spurenelementen sind hier Salze der Kationen Ammonium, Kalium, Natrium, 

25 Magnesium, Calcium und Mangan mit den Anionen Phosphat, Sulfat, Chlorid zu verstehen. Als Stickstoff- 
quelle konnen neben anorganischen Verbindungen wie zum Beispiel (NH*) 2 S04 auch Pepton oder Hefeex- 
trakt eingesetzt werden. 

Die Fermentationslosung enthalt weiterhin als Kohlenstoffquelle ein Cosubstrat. Als Cosubstrat kann 
beispielsweise Natriumacetat eingesetzt werden. Weiterhin ist es moglich, da/3 ais Cosubstrat ubliche 
30 Zucker wie Glucose, Fructose, Maltose, Trehalose und dergleichen eingesetzt werden. Besonders bevor- 
zugte Cosubstrate sind Glucose und Glycerin. 

Im Hinblick auf die Verfahrensfuhrung hat sich gezeigt, dafl es gunstig sein kann, wenn das Cosubstrat, 
also die Kohlenstoffquelle, nicht am Anfang der Fermentation sondern kontinuierlich in ausreichenden 
Mengen wahrend der Umsetzung zugegeben werden. Vorteilhaft ist es auch, den pH-Wert uber 7 zu halten, 
35 etwa im Bereich 7,5 - 8,5, und wahrend der Fermentation nachzuregeln. 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgema/Jen Verfahrens ist es bevorzugt, den zur 
Umwandlung vorgesehenen Ausgangsverbindungen zur besseren Verteilung im Fermentationsmedium 
Emulgatoren zuzufugen. So werden gunstige Ergebnisse erzeilt, wenn insgesamt 0,1 bis 3 Gew.-% ? 
bezogen auf Fermentationsmedium, an Emulgatoren vorhanden sind. Geeignet sind hier physiologisch 
40 vertragliche Emulgatoren und insbesonders physiologisch vertragliche nichtionische Emulgatoren. So kon- 
nen beispielsweise Zuckerester oder auch Sorbitanester, ethoxylierte Zuckerester, ethoxylierte Sorbitanester 
oder auch Alkylglycoside eingesetzt werden. . 

Nach dem erfindungsgemaflen Verfahren werden Dicarbonsauren erhalten, die in ihrer Kettenlange und 
in ihrem Gehalt an Doppelbindungen dem Ausgangsmaterial entsprechen, d.h. der Fachmann hat es durch 
45 Wahl des Ausgangsmaterials in der Hand, welche Dicarbonsauren oder Dicarbonsauremischungen er 
herstellen will. 

Fur viele Anwendungen sind die bei der Fermentation hergestellten ungesattigten Dicarbonsauregemi- 
sche direkt einsetzbar. So konnen die Gemische beispielsweise direkt zur Modifizierung von Polymeren, 
insbesondere Harzen eingesetzt werden. 

so 

Beispiele 

55 Der Stamm Candida tropicalis DSM 4131 wurde wie folgt zur Synthese von Dicarbonsauren eingesetzt: 
Vorkultur: Ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml YN-Bouillon (Fa. Difco) wurde mit der Mutante DSM 
4131 beimpft und 24 Std. bei 30* C auf der Schuttelmaschine inkubiert. 

Hauptkultur: Das Hauptkultur-Medium wurde mit 10 Vol% der 24 Stunden alten Vorkultur beimpft und 
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hatte folgende Zusammensetzung: Yeast-Nitrogen-Base (Fa. Difco) + 3.0 % Glucose, 0.3 % Na-Acetat. 0.3 
% Pepton und 0.5 % Hefeextrakt. Die Kultur wurde bei 30 "C inkubiert und nach 24 - 30 Stunden die 
Transformationsphase eingeleitet, indem 50 ml Hauptkultur in neue Erlenmeyerkofben mit 50 ml Transfor- 
mationsmedium ubertragen wurde. Das Medium hatte folgende Zusammensetzung: Yeast-Nitrogen-Base 
(Fa. Difco) in 0.3 m PO* -Puffer (pH 8.0) + 0.2 g MYRJ52 + 5.0g Methylmyristat Oder andere Substrate. 
Der pH-Wert der Kulturen wurde taglich kontrolliert und auf pH 7.5 nachjustiert. Ebenso wurden taglich 0.5 
% Glucose als Cosubstrat zudo?iert 

Analytik: Nach 72, 96, 120 und 144 Stunden wurden Proben gezogen, die Proben mit atiquoten Mengen 
Acetessigester extrahiert und per Dunnschichtchromatographie Oder latroscan-Methode analysiert. Folgende 
Dicarbonsaure-Ausbeuten wurden erreicht: 



Substrat: 

Methyllaurat 13g/l/144 

Methylmyristat 44g/I/l 44 

Methylpaimitat 20g/!/l 44 



Ausbeute: 

Std . ( Dodecandisauren ) 
Std . ( Tetradecandisauren ) 
Std . ( Hexadecandi sauren ) 



Anspruche 

1. Candida tropicalis-Stamm mit der Hintertegungsbezeichnung DSM 4131 sowte dessen Mutanten und 
Varianten, die die Fahigkeit aufweisen, Methylmyristat in einer Ausbeute von mehr als 30 g/l/6 Tage in 
Tetradecandisaure umzuwandeln. 

2. Verfahren zur fermentativen Umwandlung von Fettsaureestern, Fettsauren, Alkenen, Alkenolen, 
Alkanen und/oder Alkanolen mit 8 - 24 C-Atomen, im Falle der Fettsaureester nur bezogen auf den 
Carbonsaureteil, in Gegenwart von Nahrstoffen und gewiinschtenfalls Cosubstraten in alpha-omega-Dicar- 
bonsauren mit gletcher C-Atom-Zahl und gleicher Anzahl an CC-Doppelbindungen, im Falle der Fettsauree- 
ster. bezogen auf den Carbonsaureteil der Ausgangssubstanz, dadurch gekennzeichnet, dal3 die Umwand- 
lung in Gegenwart eines Mikroorganismenstammes Candida tropicalis DSM 4131 und/oder von dessen 
Mutanten und Varianten, die die Fahigkeit aufweisen, Methylmyristat in einer Ausbeute von mehr als 30 
g/l/6 Tage in Tetradecandisaure umzuwandeln, durchgefuhrt wird. 

3. Verfahren nach Anspruchen 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 man als Ausgangssubstrat 
Fettsaureester mit 1 - 6 C-Atomen im Alkohol-Anteil, insbesondere Fettsauremethylester einsetzt 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da/J man mit Zucker, 
insbesondere Glucose als Cosubstrat arbeitet, und dafl das Cosubstrat wahrend der Fermentation portions- 
weise zugesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da/J die Fermentation bei 
einem pH-Wert grofler 7 durchgefuhrt wird, und da/3 der pH-Wert wahrend der Reaktionsdauer nachgeregelt 
wird. 
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